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多环芳烃(PA Hs )是指两个或两个以上苯环的疏水性芳香族化合物 "在环境中多数
PA H s具有难降解性 !致癌性 !致畸性和致突变性 , 受到了关注 "PAH s随三废排人环境
中的量逐年增加 , 造成长期 !广泛的污染 "菲为三环多环芳烃代表物 , 生物降解是污染
环境中菲去除的主要途径(韩清鹏等 , 20 3; 徐虹等 , 2侧科; 周乐等 , 20 5; Bo ldo m ,
etal. , 1993 ; eh ""taz. , 2001; co yal以al. , 1996) "研究表明鞘氨醇单胞菌属能很好
消除 PA H s污染 (C ho "t al. , 2(X) l; Fr edriekson "t al. , 1995 ; K im "r al. , 2 5X刃) , 但 目
前国内报道较少(陶雪琴等 , 20 7; 张杰等 , 20 3) "菲的降解已有不少报道 , 但目前已
知的菌株对菲的降解速度不甚理想 , 作者采用改进的平板升华法从厦门博坦油码头附近





20 5 年 9 月 , 采集厦门博坦油码头附近海水样品 "
2) 主要试剂
菲 !花等以 H s购自Si grn a公司 , 纯度) 9 % ; 甲醇 !二氯甲烷购于 TE DI A (美国)
公司 , 均为 H PLC 级; 碘硝基氯化四氮哩蓝 (IN T) 购自 Si gm a 公司; 胰蛋白陈 ! 酵母浸
出膏为 Di fico 公司产品 "
3) 主要培养基
无机盐培养基:(NH 4)2504, l仪X) 毗 ; N aZH PO ; , 8(X) m g; KH ZPO ; , 2(X) m g; M爵0 4 #
7H 20 , 2(X) m g; FeC13 # 3H ZO , sm g; ( N H4 )6M o70 24 #4H ZO , lm g; CaCI: #2 H 20 ,
* 国家自然科学基金(N o.404 7604 7 , 4() 576054 ) "
通讯作者: 田蕴 , E一m ail:tianyun @ xm u #edu#conL cno
收稿 日期: 2(X) 7 年 10 月 20 日"
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l(X) m g; 蒸馏水 lxX 2m L ; pH 7.2 , 12 1 e 灭菌 , 20m in "
菲一M SM 液体培养基 : 使用时移取一定量的用二氯甲烷溶解的菲母液(10 m岁m L) 到
已灭菌的无机培养基中 , 待二氯甲烷挥发完全后接菌 "
LB 培养基 NaCI, 109; 酵母 浸膏 , 59; 胰 蛋 白陈 , 109; 去离子 水 , 1000m L ;
PH 7 .0 一7 .2 "
固体培养基 , 琼脂 , 1.2% 一1.5% "
2. 降解菌的富集培养和驯化
(l) 移取菲母液 ( 10 m岁m L) 到已灭菌 45 m L 的 M SM 培养液中 , 至菲终浓度为
40 m 岁L "待二氯甲烷挥发后 , 加入刚采集回来的海水样品 sm L "摇床培养 , 转速
18 0rp m , 温度 30 e "之后每隔 sd , 转接 sm L 培养液于 45 m L 新鲜的培养液 , 保持菲的
浓度不变 , 共转接 10 次 "
(2 ) 改进的平板升华法(饥磊等 , 2005 ; A lley et al. , 20(X) )筛选降解菌 "
往 so m L 的烧杯里添加 sm L ro m岁m L 的菲一二氯甲烷溶液 , 在通风橱里让二氯甲烷
自然挥发 "取上述密集驯化后的混合菌系 1m L , 稀释到适当的浓度后平板涂布 "将平板
反扣在烧杯口上 , 用封口膜密封两者接触的地方 , 再取相同半径的平皿 , 放冰于其上 "
94 e 水浴sm in , 取出 , 冷却 , 揭膜 "将平板置于 30 e 的培养箱培养过夜 , 观察菌落的
周围是否形成透明圈 "
3. 降解能力测定
挑取经过纯化的降解菌的单菌落 , 接种至 150 m L 的 LB 液体培养基 , 当 O D " 二
0.60 时 , 菌液经 60(X) rp m , 离心 ro m in 收集菌体 " M SM 培养液重悬洗涤 , 离心 , 反复
三次 , 吸取等量的菌液 , 添加至预先配制好的装有 25 m L M SM 一菲培养液的三角瓶 , 其中
菲的最终浓度为4(X) p m , 设三个平行 !三个空白 "培养条件 : 30 e , Zo rP m 摇床中避
光培养 "接种完后立即取样一次 , 包括上述三平行 !三空白各一份 , 然后每隔 24 h 取样
一次 "
4. 降解过程中细菌电子传递系统活性(ETS A )测定
电子传递系统的活性是检测潜在的代谢活性的重要生化指标 "E仆A 值及时体现了
微生物的代谢活性 , 可作为降解能力测定的有力补充 "该检测方法基于四锉还原作用来
体现耗氧值 , 底物是碘硝基氯化四氮哇蓝 (IN T) "具体操作步骤 : 吸取 0.sm L 的菌液 ,
加人 lm L 的 IN T , 避光反应 30 m in; 加人 0.lm L 的甲醛终止反应 , 10(X) orp m , 离心
sm in ; 去上清 , 加人 lm L 的 % % 甲醇 , 充分振荡 , 重悬沉淀 ; l5xXx)rp m , 离心 Zm in ,
去除菌体对吸光度的干扰 ; 测定 O D495 , 以 7m L % % 甲醇加 Zm L IN T 作为空白 "
5. 降解菌的分子鉴定
提取降解菌的总 D NA , 以通用引物(27 F 和 14 92 R )进行 16 Sr D NA PCR "反应体系 :
25林L ; 引物 27F 和 1492R ( 10林mo F L ) , 0.25卜L ; Taq D NA 聚 合 酶 ( 2.5阿林L ) ,
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0.25林L ; 10m M dNTp , 0.5林L ; 10 x pCR 缓冲液 (含 15m M M g, + ) , 2.5协L ; D D w 补至
25林L "pCR 扩增条件 : 95 e , 4m in 预变性 , 95 /C , l而n 变性 , 55 /C , 455退火 , 72 /C ,
延伸 1m in , 此步骤进行 29 个循环 , 最后 72o C 延伸 "产物进行电泳测定 !测序 "将 16 Sr
D NA 的测序结果输人 Gen Ban k 中进行序列比对测序由上海 Invit ro gen 公司完成 "
序列用 D NA M A N 分析 , 在线比对(http : //w .nebi.nlm .nih.gov/BLA ST/ ) , 进而
进行系统发育分析 "
6. 利用均匀设计(方开泰 , 1994 ; 方开泰等 , 2001 ; Fan g 以al. , 2000 )优化降解
菌降解菲的试验条件
利用软件均匀设计版本 3.0 设计混合水平试验方案 "拟选三因素 , 即接菌量
(OD " ) !底物浓度(m 9 L) 和培养时间(h) , 水平数为6 , 结合均匀设计表格 , 选用均
匀设计表 u 6(6, x 3 ) , 见结果与分析中表 1 "其中包括上述三平行 ! 三空白各一份 ,
30 e , Zo rp m 摇床中避光培养 "
7 . 降解过程中菲浓度变化的测定
培养液中加人 20 m 9 mL 的花做为内标 , 前三天的样品加 10 林L , 后两天的样品加人
50 泌 , 培养液中的菲用二氯甲烷重复萃取两次 , 合并萃取液进行浓缩 , 定容至sml. "用注
射器吸取有机相 , 经 0.45 卜m 孔径的一次性滤器过滤后移人色谱瓶中, 一20 e 保存待测 "
分析仪器为安捷伦高效液相色谱仪 , 配有紫外检测器 , 色谱柱为 Agi len t H yPe rs il
4.0 x 250林m o DS 柱 , 粒径 5协m "波长为 254 nm , 测定时间sm in , 流动相组成为甲醇:
水 = 9:l , 流速为 lm U m in , 进样量为 5卜L "
标准曲线的绘制: 准确配制 0.12 m岁m L 菲溶液和花溶液 (溶剂为二氯甲烷 ) , 过滤 "
上机时 , 分别按 l协L !4林L ! 7协L ! 10林L ! 13林L 和 15林L 进样 , 记录各样品出峰时间 ,
以峰面积(Y) 对进样量 (X )回归得到标准曲线的回归方程 "根据出峰及保留时间定性 ,
内标法(IsT D 法 )定量 "
二 !结果与讨论
, . 菲的高效降解菌的筛选与分离
本研究采用改进的平板升华法筛选到有明显透明圈的菌落(图 1) "平板观察 , 这些
菌在形态上基本一致(不排除同属不同种的可能性) "将单菌落纯化 , 定名为 H "相比于
传统的筛选细菌方法 , 平板升华法是非常直观的降解菌筛选方法 , 其判断依据是由于降
解菌对 以 H s的利用 , 经过夜培养后在降解菌的周围会形成透明圈 , 而通过透明圈的大
小和产生所需要的时间也可以初步了解降解菌的降解能力 "
2 . 降解菌 H 的形态观察
降解菌 H , 在固体培养基上菌落呈规则圆形 !光滑 !黄色 , 细胞染色为革兰氏阴性 "
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图 1 降解菌 H 在加菲的 M SM 培养基上形成的透明圈
图2 降解菌 H 的电镜照片
电镜观察: 无鞭毛 , 短杆状 , 有荚膜结构 , 细胞长度约 2.5林m , 半径约 0.4林m (图 2) "
3. 降解菌 H 对菲的降解
降解菌 H 具有很强的降解菲的能力 , 培养液的菲含量在整个过程中呈指数下降(图
3) "同时培养液的颜色也从最初的无色 , 经黄色变为茶色 , 底物的颜色变化也证明了菲
被分解代谢 "参考空白的菲残留 , 整个实验流程仍然有约 25 % 的菲损失 , 这种损失可
能是人为的操作或者客观的条件所造成 "扣除菲损失 , 降解菌 H 在 sd 之内对菲的降解
达到 81 .9% , 其中绝大部分的降解发生在前两天以内 , 第一天就降解了 37 % , 降解速
率达到 5.95m 岁(L #h) "
本实验用 ETS A 值变化 , 代替传统菌体浓度 O D , 或者菌体全蛋白含量的方式 , 跟
踪降解过程中降解菌自身的变化 "相比之下 , 测定菌体浓度 O D , 最为简便 , 但是由于
菲为水难溶性有机物 , 会对吸光值造成干扰 "而全蛋白含量的测定在操作上比较麻烦 "
ETS A 值的测定主要考察酶对底物 (IN T) 的活性 , 其产物为可溶性的 , 可通过离心沉淀
的方式排除菌体和菲对吸光度的干扰 "由图 3 可以看出 , 在前两天 ETS A 的值最高 , 随
着菲残留量的减少 , 亦即底物量的降低 , 菌体的电子呼吸活性呈降低趋势 , 三天后已回
到空白水平 "






图3 sd 内随着菲的降解降解菌 ETS A 活性的变化
4. 降解菌 H 的分子鉴定和系统发育树的构建
16 5: D N A 的测序及分析结果 , 该菌株的序列与鞘氨醇单胞菌属 (sP hi 了呀olno na , )的多
种细菌具有很高的同源性 , 大于 % % , 其中与 助hi 拜gomD nas caP sul at a 和 助hi ngom onas
sP .D EP一A D I 的同源性高达 9 % "以与鞘氨醇单胞菌属关系较近的 A hre nsi a ki el en si 为
外群 , 构建基于降解菌 H 和同属细菌 16Sr D N A 序列的系统发育树(图 4 ) "降解菌 H 和
助hi 拜gom on as sP .D EP一A D I 聚于同一发育小分支 , 与同属的其他种的同源性也非常高 "
5. H 菌降解条件的优化
本研究采用均匀设计优化 H 菌降解菲的试验条件 (表 1) "均匀设计能从全面试验点
中挑选出部分代表性的试验点 , 这些试验点在试验范围内充分均衡分散 , 但仍能反映体
系的主要特征 "例如正交设计是根据正交性来挑选代表点 , 它在挑选代表点时有两个特
点 : 均匀分散 ! 整齐可比 "为了达到这两点 , 试验点的数 目就必须比较多 "均匀设计只
考虑试验点在试验范围内充分 /均匀分散 0 而不考虑 /整齐可比 0, 因此它的试验布点
的均匀性会比正交设计试验点的均匀性更好 , 使试验点具有更好的代表性 "采用均匀设
计 , 每个因素的每个水平仅做一次试验 , 当水平增加时 , 试验数随水平数增加而增加 ,
而若采用正交试验 , 试验数则随水平数的平方数而增加 , 这是两个试验的最大不同处 "
将实验结果经 D PS 软件数据处理系统二次多项式逐步回归分析 , 并对该模型进行
显著性检验(表 2 ) "得回归方程
Y 二2 .0 1 3 6 3 2 4 3 7 + 0 . 0 0 64 17 5 2 9 0 3 9 X 2 + 9 . 10 2 3 16 6 0 9 X 一* X -
+ 0.02875870409IX , *凡 一0.20999125426X ;* X 3
相关系数 尺= 0.99979 , F 值 二552.2746 , 显著水平 尸= 0.0311 , 剩余标准差 S =
0.11409 , 调整后的相关系数 R a二0.99893 , 说明该方程能很好地拟合菲降解的过程 "
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图4 基于降解菌 H 和同属细菌 16 5 rD N A 序列的系统发育树(结点处数字示卜双stra p值)
表 1 降解菲的均匀设计表 U "(6 2 x 3) 及实验结果
水平 ! 因素 实验结果










2 . 3 6 11 1 1
7 . 3 3 3 33 3
3 . 8 3 75
4 . 4 5 5 55 6
1. 0 3 0 20 8












X 一* X -
X , * 凡
X一* 凡
偏相关
0 9 9 4 5 8
0 .9 9 以)1
0 .9 9 6 1 1
一0 9 9 2 2 0
t检验值
9 .5 6 16 8
1 1. 16 52 7
1 1. 3 0 72 0
7 . 9 6( H 2
显著水平p
0 . 0 10 76
0 . (X) 7 9 3
0 . (X) 7 73
0 . 0 15 4 2
从表 2 各变量可以看到显著性检验 p 值的大小 , 可以知道对降解速率的影响大小
为 : X , *凡 > 凡 > X , * X,. > X , *凡 "从以上实验结果我们还可以知道因素之间存在交互
作用 "
由以上均匀设计实验 , 得出菲降解的最佳条件为 : 接菌量 O D "为0.5 , 菲浓度为
495.46726ppm , 降解时间为47.ogs92h , 最大降解速率为 8.104 167m 岁(L #h ) "经实验
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验证 , 在优化条件下菲的降解速率为8.尔抖ooZm 岁(L #h) , 与回归模型的预测值的相对
误差为 0.74 % , 说明利用均匀设计优化实验是可行的 "
三 ! 结 论
(l) 作者采用改进的平板升华技术可以快速筛选得到高效的菲降解菌 "降解菌株 H
为鞘氨醇单胞菌属 , 该菌株在摇瓶培养条件下 , 48h 内对菲(50 m岁L) 几乎可完全降解 ,
降解率大于98 % , 并对高浓度的菲(so m岁L) 也能快速降解 , 降解率为 70 % , 高于 目
前已报道的鞘氨醇单胞菌属对菲的降解效能(Boldein et al. , 1993 ; Fre dri ekson et al#,
1995 ; Fang etal. , 2(X) 0 ) "
(2) 采用均匀设计替代正交实验 , 试验布点的均匀性比正交设计试验点的均匀性
更好 , 试验点具有更好的代表性 "进一步说明运用均匀设计理念设计降解条件优化实验
的思路是可行的 "
本研究所获得的高效菲降解菌株 H 将为探索菲的生物代谢途径提供模式菌株 , 同
时为将来研究 以H , 生物降解的分子机制和构建能降解 PA H s 的基因工程菌奠定基础 "
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A B STR A C T
U se sublim ate一plat e m ethod , a P A H s一de脚 ding baeteri a w a s iso late d fro m th e su d .a ee se a-
w at er of B ota n 011 p o rt in X ia m e n , a n d w a s d e no m in at e d a s stra in H . Th e strai n H w a s ela ssi-
fied to 助hingonzo nas genus aeeord ing to its 16Sr D NA sequenee.Th e H PLC result showed that
th e stai n H had de脚 ded 81.9% of phenanthrene(final eone.4O0m 岁L )w ithin five days and
the veloeity 15 5.95m 岁(L #h).Using unifo rm desi, experim entat ion to optim ize the de脚 da-
tion eonditions, the degradat ion veloeity of phenanthre ne(498.46726m岁L )w as the l缨 est af-
ter 47.09892 hours , the density of eells was 0.5 (O D , ).
